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Abstract of EP 0999266 (A1) 
Petri dish for cell culture comprises a base (3') with 
a vertical wall (4) and a lid (2). Other features 
include introduction of the lid into the dish and its 
vent opening (24). 
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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Aufnahme einer Zellkultur 



(57) Vorrichtung zur Aufnahme einer Zellkultur mit 
einem GefaB (1), das einen Boden (3) und Wande (4) 
aufweist, sowie mit einem Deckel (2). Dieser ist in das 
GefSB (1) einfuhrbar. Zur Abfuhr verdrangter Luft und 
UberschuBf lussigkeit ist er mit einer AbstrOmOffnung (6) 
versehen. Der Deckel (2) kann in unterschiediicher 
Weise dicht an die GefaBwande (4) 



werden. Die AbstrOmOffnung kann nach dem Einsetzen 
des Deckels geschlossen werden. Innerhalb des Gefa- 
Bes (1) kdnnen durch am Deckel (2) vorgesehene Ein- 
richtungen (31) voneinander gesonderte Kammern (30) 
gebildet werden. 
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Beschreibung 

[0001] FQr die molekularbiologische Oder gentech- 
nische Behandlung oder Untersuchung von Zellen ver- 
wendet man Vorrichtungen, die einerseits aus einem 
GefaB (beispielsweise Petrischale) zur Aufnahme der 
Zellen und einer Reaktionsf lussigkeit und andererseits 
aus einem Deckel bestehen (Prospekt "Lab-Tek II" der 
Nalge Nunc International, Naperville; Prospekt "Easi- 
Seal" der HYBAID Limited, Teddigton; Prospekt "Gene 
Frame" der Advanced Biotechnologies Ltd., Epsom; 
EP-A 611 598). Dabei sind Deckel zu unterscheiden, 
die lediglich lose auf den oberen GefSBrand aufgelegt 
werden, und luftdichte Abdeckungen, die mit dem Rand 
der Vorrichtung oder einem den Boden der Vorrichtung 
bildenden Objekttrdger adhasiv und luftdicht verbunden 
werden. Beim Auflegen der letzteren muB man darauf 
achten, daB Luftblasen zwischen der Abdeckung und 
dem Substrat vermieden werden. Dies geschieht in der 
Regel dadurch, daft ein Teil der ReaktionsflQssigkeit 
beim Auflegen der Abdeckung zur Seite hin verdrangt 
wird. Dies ist aber nur dann mOglich, wenn das GefaB 
keine wande aufweist. Da diese in bestimmten Verfah- 
rensstufen erwunscht sind, sieht man dicht mit dem 
Boden (Objekttrager) der Vorrichtung verbindbare und 
davon lOsbare Wande vor. Die Entfernbarkeit der 
Wande ist bei den bekannten Vorrichtungen auch des- 
halb erforderlich, weil die Substratschicht dunn sein 
soil, damit die wan rend des Verfahrens notwendigen 
Temperaturwechsel rasch und genau steuerbar vollzo- 
gen werden kOnnen. 

[0002] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bzw. eine Vorrichtung zu schaffen, die 
den AbschluB des ggf. dQnnschichtigen Substrats auch 
dann gestattet, wenn Wande vorhanden sind. Die 
LOsung besteht in den Merkmalen der AnsprQche 1 
oder 2. 

[0003] Beim Einfuhren des Deckels zwischen die 
Wande des GefaBes wird die oberhalb des Substrats im 
GefdB befindliche Luft durch die AbstrOmOffnung ver- 
drangt. Auch ein mOglicher QberschuB an Reaktions- 
flQssigkeit wird durch die Abstrflmeffnung verdrangt. 
Der Deckel kann soweit innerhalb des GefaBes abge- 
senkt werden, bis zwischen der Bodenplatte und der 
dieser gegenOberliegenden Deckelplatte des Deckels 
die gewQnschte Dicke der Substratschicht erreicht ist, 
die von wenigen Hundertste! Millimetern bis zu einigen 
Millimetern reichen kann. 

[0004] Zur Vermeidung unerwunschten Totraums 
kann die Umfangstiache des Deckels sich im wesentii- 
chen formgleich und eng an die Innenf lache der Wande 
anschlieBen. Dieser AnschluB kann auch die Abdich- 
tung des Deckels gegenuber den Wanden beinhalten, 
beispielsweise durch Glasschlrff oder unter elastischem 
Druck anliegende Kunststoffdichtung. Jedoch muB dies 
nicht der Fall sein, da zusatzlich zu einem engen, aber 
nicht dichten AnschluB der Umfangstiache des Deckels 
an die Innenf lache der wande eine besondere Dichtung 



vorgesehen sein kann, die beispielsweise mit dem 
Rand der GefaBwdnde oder einem Absatz derselben 
zusammenwirken kann. In diesen Fallen ist es oft 
zweckmaBig, eine Halterung zur Aufrechterhartung der 

5 Dichtposition des Deckels gegenuber dem GefdB vor- 
zusehen, beispielsweise einen Schraub-, Schnapp- 
oder FederverschluB; jedoch kann der dichte AnschluB 
des Deckels an die GefaBwandung auch selbsthaltend 
sein, beispielsweise durch die Reibkrafte, die zwischen 

to zwei Glasschlifff lachen bestehen. 

[0005] ZweckmaBig ist es, wenn die unterseitige 
Deckelplatte eine etwa parallel zum Boden des Gefa- 
Bes verlaufende Unterfldche aufweist, urn eine im 
wesentlichen konstante Schichtdicke bewirken zu kOn- 

is nen. Der Deckel und das GefaB kOnnen mit zusammen- 
wirkenden Anschlagfiachen versehen sein, die die 
GrOBe und Konstanz der Schichtdicke bestimmen. 
[0006] Die AbstrOmOffnung kann mit einer Ver- 
schluBvorrtchtung versehen sein. Jedoch besteht auch 

20 die MOglichkeit der Abdichtung mittels einer nachtrdg- 
lich aufgebrachten Olschicht. Dies gilt auch fur die 
Umfangsdichtung. In vielen Fallen ist dichter AbschluB 
lediglich gegenuber der auBeren Atmosphare notwen- 
dig, urn beispielsweise Verdunstung oder den Zutritt von 

25 Sauerstoff zu vermeiden. In diesen Fallen kann es 
genugen, wenn die Abdichtung nicht am GefaB und 
Deckel, sondern von einer die Vorrichtung aufnehmen- 
den Apparatur gebiidet wird, beispielsweise einer Art 
AutoWaven, in welchem eine innere Atmosphare 

30 herrscht, die nach den gewunschten Zwecken gewahlt 
ist. Zur vermeidung von Verdunstung kann sie beispiels- 
weise hinreichende Feuchte aufweisen. Zur Vermei- 
dung von Zutritt schadlicher Gase kann sie aus 
Stickstoff oder Edelgas bestehen. 

35 [0007] Damit nicht nur die Luft im Bereich der 
AbstrOmOffnung entfernt wird, sondern auch derjenige 
Luftanteil, der zwischen der Umfangsf lache des Dek- 
kels und den GefaBwanden enthalten sein mag, kann 
vorgesehen sein, daB die AbstrOmOffnung mit einer 

40 Steigstrecke versehen ist, deren MundungshOhe min- 
destens etwa ebenso hoch ist wie das obere Ende des 
zwischen der Umfangsfiache des Deckels und den 
GefaBwanden befindlichen Spalts. Bei langsamem Ein- 
setzen des Deckels in das GefaB sorgt dann der stati- 

45 sche Druck der in der Steigstrecke der AbstrOmOffnung 
befindlichen FIQssigkeitssaule dafOr, daB auch die Luft 
aus dem Umfangsspalt verdrangt wird. 
[0008] Wenn die Zellen hinreichend fest dem 
GefaBboden angelagert sind, kann die UberschuBflus- 

50 sigkeit ohne weiteres durch die AbstrOmOffnung hin- 
durch abgezogen bzw. verdrangt werden. Damit auch 
mit Zellen gearbeitet werden kann, die sich in Suspen- 
sion befinden, kann die AbstrOmOffnung mit einem Sieb 
versehen werden, das die Zellen bei der Verdrangung 

55 der Flussigkeit zurQckhdJt. 

[0009] Es kOnnen mehrere Offnungen vorgesehen 
sein, die zum AnschluB einer Mediumszu- und -ablei- 
tung ausgestaltet sind. Eine oder mehrere dieser Off- 
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nungen kOnnen als AbstrOmOffnung dienen. Die 
Vorrichtung kann dann auch als sogenannter Reaktor 
(Meenen et al.; "Semi Continuous Reactor System 
Poster 1994 Biomaterials 21:905-908) verwendet wer- 
den. 

[0010] Bei den aufgenommenen Zeilen Kann es 
sich urn adharente Zeilen handeln, die am Boden der 
Zellkulturschale haften, oder urn Suspensionszellen, 
die im Kulturmedium schwimmen. Alternativ kOnnen in 
der Schale auch Gewebeschnitte kultiviert werden. Ail- 
gemein kOnnen sowohl eukaryotische als auch proka- 
ryotische Zeilen in dem GefaB kultiviert werden. 
Behandlungen und Untersuchungen, die mit der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung durchzufuhren sind, 
kOnnen beispielsweise alle Arten der in situ Hybridisie- 
rung und in situ PCR sein. 

[0011] Die AbstrOmOffnung wird zweckmaGiger- 
weise innerhalb des Deckeis in Abstand von dessen 
Rand vorgesehen. Jedoch soli nicht ausgeschlossen 
werden, daB sie durch einen mindestens stellenweise 
vorgesehenen Abstand zwischen dem Deckelrand und 
den GefaBwanden gebildet ist. Besonders vorteilhaft ist 
in diesem Zusammenhang eine Ausfuhrung, bei der der 
Deckelrand einen von der unterseitigen Deckelplatte 
hochstehenden Kragen umfaBt, der in seiner Gesamt- 
heit oder stellenweise den genannten Abstand zur Bil- 
dung einer AbstrOmOffnung bildet und dessen oberer 
Rand mit den GefaBwdnden zur Bildung einer Dichtung 
zusammenwirkt. wahrend des Einsenkens des Deckels 
kOnnen dann zwischen Deckel und GefaB eingeschlos- 
sene Gas- und Flussigkeitsanteile abstrOmen, und erst 
am SchluB dieses Vorgangs, wenn der Deckel seine 
Endposition erreicht, kommt die Dichtung zustande. 
[0012] Wenn man mehrere Kulturen denselben 
thermischen Bedingungen unterwerfen will, ist es 
zweckmaBig, mehrere GefaBe miteinander zu verbin- 
den. Dabei kann fur jedes einzelne der GefaBe ein Dek- 
kel der oben bezeichneten Art vorgesehen sein. Jedoch 
ist es auch mOgiich, mehrere Deckel zu gemeinsamer 
Betatigung miteinander zu verbinden. Zwar ist es mOg- 
lich, die Wande mehrerer GefaBe einstuckig miteinan- 
der auszufuhren, wobei entweder die BOden auch 
einstuckig mit den Wanden verbunden sind oder von 
diesen, beispielsweise in der Form eines Objekttragers, 
trennbar sind. 

[0013] Von besonderer Bedeutung ist im Zusam- 
menhang der Erfindung aber die MOglichkeit, durch 
Wandbiidung innerhalb eines und desselben GefaBes 
mehrere Kammern schaffen zu kOnnen, die im Laufe 
der Behandlung einer Kultur je nach Wunsch zeitweise 
voneinander getrenrrt Oder nicht getrennt sind. Zu die- 
sem Zweck wird der Deckel mit einer Einrichtung zum 
Abteilen solcher Kammern voneinander versehen. 
Besonders vorteilhaft ist eine Ausfuhrung, bei welcher 
ein engeres GefaB so ausgebildet ist, daB es in einem 
weiteren GefaB untergebracht werden kann. Der Deckel 
des weiteren GefaBes ist dabei in der Regel so ausge- 
bildet, daB er tediglich zum VerschluB des auBerhalb 



des engeren GefaBes befindlichen Bereichs des weite- 
ren GefaBes dient. Fur den VerschluB des engeren 
GefaBes ist dann gegebenenfalls ein besonderer Ver- 
schluB vorgesehen, fur den auch das gilt, was weiter 

5 oben allgemein fur den VerschluB der GefaBe angege- 
ben wurde. Das heiBt, auBer einem einfachen luftdurch- 
lassigen oder luftdichten VerschluB kann auch ein 
Deckel vorgesehen werden, der mit einer Offnung zur 
Verdrangung der im engeren GefaB anstehenden 

to Atmosphare und gegebenenfalls UberschuBflOssigkeit 
eingerichtet ist und dessen LuftOffnung verschlieBbar 
ist. Es besteht aber auch die MOglichkeit, die Deckel 
des weiteren und des engeren GefaBes konstruktiv zu 
gemeinsamer Betatigung miteinander zu verbinden. 

is [0014] Wenn in vorliegendem Zusammenhang von 
"einem" engeren GefaB die Rede ist, so soil dies hei- 
Ben, daB dies wenigstens eins ist; es kOnnen auch 
mehrere engere GefaBe in einem weiteren GefaB vor- 
gesehen sein. Die Anordnung eines engeren GefaBes 

20 in einem weiteren GefaB gibt die MOglichkeit, die Kultu- 
ren innerhalb des engeren und des weiteren GefaBes 
genau denselben thermischen Bedingungen zu unter- 
werfen. Sie kOnnen gesonderte BOden haben. Von 
besonderer Bedeutung ist aber eine Ausfuhrung, bei 

25 welcher das engere GefaB den Boden mit dem weiteren 
GefaB teilt. Dies gibt die MOglichkeit, eine und dieselbe, 
innerhalb des weiteren GefaBes angelegte Kultur wah- 
rend aller oder eines Teils der Reakb'onsschritte unter- 
schiedlichen Reaktionsbedingungen (beispielsweise 

30 einer anderen Reaktionsflussigkeit) zu unterwerfen. 
Dementsprechend wird die Wand des engeren GefaBes 
lediglich in denjenigen Reaktionsschritten innerhalb der 
sonst einheitlichen Kultur eingesetzt, in denen die 
Reaktionsbedingungen unterschiedlich sein soilen, z. 

35 B. Positivkontrolle oder Negativkontrolle der PCR. 
[0015] Es gibt Fade, in denen das engere GefaB 
wahrend der gesamten Reaktion bzw. Reaktionsfolge in 
dem weiteren GefaB verbleiben kann. In diesen Fallen 
kann es von vornherein fabrikmaBig mit dem Boden und 

40 dem weiteren GefaB bleibend verbunden werden. In 
anderen Fallen wird die Kompartimentierung zu Beginn 
der Reaktion oder Reaktionskette gewunscht; dann 
kann das engere GefaB zwar ebenfalls fabrikmaBig mit 
dem Boden des weiteren GefaBes verbunden sein, ist 

45 aber lOsbar, damit die Kompartimentierung im 
gewunschten Zeitpunkt aufgehoben werden kann. Die 
fabrikmaBige Anordnung hat den Vorteil, daB das 
engere GefaB im Verhaitnis zu den Wanden des weite- 
ren genau positioniert werden kann und daher Gewahr 

so dafur gegeben ist, daB der Deckel paBt. In wieder ande- 
ren Fallen will man Freiheit haben, die Kompartimentie- 
rung in einem beliebigen Zeitpunkt vornehmen zu 
kOnnen. In diesen Fallen ist die Wand des engeren 
GefaBes vom Benutzer einsetzbar. 

55 [0016] Wenn der Deckel das weitere GefaB voll- 
standig abschlieBen soli, muB er nicht nur mit seiner 
Umfangsfiache der Wand des weiteren GefaBes ange- 
paBt sein, sondern auch hinreichend dicht mit dem 
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engeren GefaB verbunden werden kOnnen. Dies kann 
dadurch geschehen, da8 er einen der Form des enge- 
ren GefaBes angepaGten Ausschnitt aufweist, der mit 
der gewunschten Dichthett daran anschlieBen kann. 
Dieser Ausschnitt kann von einer AbstrOmOffnung gebil- 
det sein. In einer anderen Ausfuhrungsform ist der Dek- 
kel mit der Wandung des engeren GefaBes einstuckig 
verbunden, so daft die durch das engere GefaB ermOg- 
lichte Kompartimentierung mit dem Einsetzen des Dek- 
kels zustande kommt. In beiden Fallen dientder Deckel 
ais Halterung Oder Fuhrung beim Einsetzen und gege- 
benenfalls auch bei der Benutzung des engeren Gefa- 
Bes. 

[0017] In manchen Fallen ist ein absolut dichter 
AbschluB der Wand des engeren GefaBes gegenuber 
dem Boden des weiteren GefaBes nicht erforderlich; 
das engere GefaB kann dann einfach von einem ROhr- 
chen gebitdet sein, das vom Deckel gehalten wird und 
bis auf den Boden des weiteren GefaBes hinabretcht. 
Wenn dichter AnschtuB der engeren GefaBwand an den 
Boden verlangt wird, kann der Unterrand der Wand des 
engeren GefaBes mit einer Dichtung versehen sein, 
wobei die Wand zur Erzeugung der Dichtpressung 
durch den Deckel Oder eine zusdtzliche Klammer gegen 
den Boden gepreBt wird. Die Wand des engeren Gefa- 
Bes kann auch mit dem Boden verklebt werden. Im ein- 
fachsten Fall besteht die GefaBwand des engeren 
GefaBes aus einem Dichtungsring, der zwischen der 
Bodenplatte und der Deckelplatte eingelegt ist, an diese 
dicht anschlieBt und die von ihm eingeschtossene Kam- 
mer von dem umiiegenden Raum abteilt. Damit der ein- 
geschlossenen Kammer eine unterschiedliche 
Behandlung zuteil werden kann, muB sie durch eine in 
ihrem Bereich befindliche DeckelOffnung zuganglich 
sein, bei der es sich urn die AbstrdmOffnung handeln 
kann. 

[0018] Der Deckel kann nach der Erfindung auch 
mit weiteren Einrichtungen versehen sein, die fOr die 
Behandlung der Kulturen gewQnscht sind. Fur die Elek- 
troporation kOnnen der Deckel und der Boden beispiels- 
weise fiachig ausgebildete Elektroden tragen und 
werden die zu behandelnden Zellen auf einer porOsen 
Membran dazwischen eingesetzt 
[001 9] Die Erfindung Wird im folgenden naher unter 
Bezugnahme auf die Zeichnung eriautert die vorteil- 
hafte Ausfuhrungsbeispiele schematisch veranschau- 
licht Es zeigen: 

Fig. 1 eine Prinzipdarstellung, 

Fig. 2 eine Vorrichtung mit eingeschliffenem 

Deckel, 

Fig. 3 eine Vorrichtung mit elastisch dichten- 

dem Deckel, 

Fig. 4 eine Vorrichtung mit Schraubdeckel, 

Fig. 5 eine Vorrichtung mit Rastdeckel 

Fig. 6 - 8 unterschiedliche AusfOhrungsformen mit 

kompartimentierter Vorrichtung, 
Fig. 9 einen Teilschnitt, der eine Abdichtungs- 



mOglichkeit veranschaulicht, 
Fig. 10 eine Vorrichtung mit Elektrode und 
Fig. 11 eine weitere kompartimentierte Vorrich- 
tung. 

5 

[0020] Die Vorrichtung besteht grundsdtzlich aus 
dem GefaB 1, beispielsweise einer Petrischale und 
einem Deckel 2. Das GefdB 1 hat eine Bodenplatte 3 
und Wande 4. Diese kOnnen einstuckig ausgefuhrt sein 

10 oder auch mehrteilig. In Fig. 3 ist angedeutet, daB die 
Bodenplatte von einem Objekttrager 3' gebitdet ist, an 
dem die Wande 4 in bekanrrter Weise mrttels eines Ifls- 
baren Klebers 5 befestigt sind. Statt dessen kann auch 
ein Dichtungsring in Verbindung mit einer Einrichtung 

15 zum Halten der Wande unter EinschluB des Dichtungs- 
rings am Objekttrager verwendet werden. GefaB und 
Deckel bestehen aus einem Werkstoff, der das Substrat 
und den ggf. durchzufOhrenden ProzeB nicht negativ 
beeinfluBt, beispielsweise Glas Oder geeignetem Kunst- 

20 stoff. Es kann sich urn EinzelgefdBe handeln; afternativ 
sind mehrere GefdBe als Gruppe einstuckig zusam- 
menhangend vorgesehen. 

[0021] In manchen Arbeitsphasen mag die Schale 
1 ohne den besonderen Deckel 2 verwendet werden, 

25 beispielsweise offen oder mit einem Auflegedeckel. Will 
man die in der Schale bef indlichen Zellen molekularbio- 
logisch oder gentechnisch behandeln oder untersu- 
chen, kann man statt dessen den erfindungsgemaBen 
Deckel 2 verwenden, der die Schale dicht an den wan- 

30 den 4 abschlieBt. Er besrtzt eine Offnung 6, die in den 
AnsprOchen als AbstrOmOffnung bezeichnet wird, weil 
durch sie die Atmosphdre abstrdmen kann, die beim 
Einsetzen des Deckels in das GefaB verdrangt wird. 
Damit die Luft restfrei entfernt wird, ist es dabei im allge- 

35 meinen auch erforderlich, einen Teil der Flussigkeit zu 
verdrdngen. Die AbstrOmOffnung ist daher so dimensio- 
niert, daB dies mOglich ist. Der Abstand zwischen der 
Unterf lache der Deckelplatte 7 und der Oberseite 8 des 
Bodens betrSgt zur Beobachtung in der Regel 20 pm, 

40 kann aber je nach Bedarf auch wesentlich grOBer oder 
W einer sein. Die AbstrOmdffnung kann bei Bedarf nach 
Aufsetzen des Deckels verschlossen werden. 
[0022] Die jeweiis gewdhrte Art der Abdichtung des 
Deckels 2 gegenuber den Wanden 4 hangt vom 

45 gewahlten Material ab. Wird Glas verwendet, kann man 
sie mittels Schliff erreichen. Dies ist in Fig. 2 veran- 
schaulicht. Der Deckel 2 und das GefdB 1 sind mit uber- 
einstimmend und komplementar geschliffenen Kragen 
9. 10 versehen. Die AbstrOmOffnung 6 befindet sich an 

so geeigneter Stelle innerhalb des vom Kragen umgebe- 
nen Deckelbereichs. Eine solche Form des GefaBes 
und des Deckels kann auch bei anderen Werkstoffen 
als Glas verwendet werden. 
[0023] Wird fur die GefaBwande und/oder den Dek- 

55 kel elastisch nachgiebiges Kunststoff material verwen- 
det, kann man die Dichtung durch federnde Anpressung 
einer Dichtkante erreichen. wie dies in Fig. 3 angedeu- 
tet ist. Die Wdnde 4 des z. B. aus Glas oder Kunststoff 
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bestehenden GefaBes verlaufen parallel zueinander 
und lotrecht zum Boden 8, beispielsweise zylindrisch. 
Der Deckel 2 besteht aus einem elastischen Kunststoff. 
Von seiner vorzugsweise ebenen Bodenplatte 7 springt 
eln Kragen 1 1 auf, der im unteren Bereich 12 etwa par- 
allel zu den Wanden 4 veriauft und mitdiesem kein oder 
nur ein geringes Spiel einschlieGt. Der obere Rand 13 
des Kragens 1 1 hat einen geringf ugig grOBeren Durch- 
messer, so daB er beim Einsetzen in die Wand 4 ela- 
stisch zusammengedrOckt wird und dadurch uber 
seinen gesamten Umfang mit Vorspannung und dicht 
an der Innenf lache der Wand 4 anliegt. Die Stellung des 
Deckels im GefaB wird durch seine Reibung an den 
GefaBwSnden gesichert. 

[0024] Im Ausfuhrungsbeispiel gemSB Fig. 4 
schlieBt der Kragen 1 1 des Deckels ebenfalls mit nur 
geringer Spaftweite an die Wande 4 des GefaBes an. 
Am freien Rand sind der Kragen 11 und die Wande 4 
mit einem zusammenwirkenden Gewinde 25 versehen. 
Zwischen den Stirnf lachen dieser Teile ist ein Dichtring 
14 eingelegt. Auf den zwischen der Bodenplatte 3 und 
der Deckelplatte 7 eingelegten Ring 39 wird weiter 
unten eingegangen. 

[0025] Start des Schraubverschlusses kann auch 
ein irgendwie gearteter SchnappverschluB vorgesehen 
sein oder eine von auBen auf den Deckel einwirkende, 
ihn in seiner Position haltende Klemme. Eine Ausfflh- 
rung mit SchnappverschluB ist in Fig. 5 dargestellt. Der 
Rand 15 der Deckelplatte 7 sitzt dichtend auf einem 
Absatz 16 der Wand 4 auf. In dieser Stellung wird er 
dadurch gehalten, daB der freie Rand 17 des Kragens 
1 1 des Deckels 2 rastend mit einer Umfangsnase 18 am 
freien Rand der GefaBwande zusammenwirkt. Der 
Absatz 16 hat auch den Vorteil, daB er einen Anschlag 
bildet, der den gewOnschten Abstand zwischen dem 
Deckelboden 7 und dem GefaBboden 3 sichert. 
[0026] Die Deckelplatte 7 kann - wie in Fig. 1 
gezeigt - so geformt sein, daB die AbstrOmOffnung 6 an 
erhOhter Stelle des Bodens beginnt. Dadurch kann die 
restlose Beseitigung von Luftblasen erleichtert werden. 
Im allgemeinen ist dies aber nicht erforderlich. Restliche 
Lufteinschlusse kdnnen mit einem UberschuB des Kul- 
turmediums bzw. der Reaktionsflussigke'rt herausge- 
spOlt werden. 

[0027] In den Beispielen gemaB Fig. 1 , 3 und 4 ist 
vorgesehen, daB die AbstrOmOffnung 6 mit einem Steig- 
rohr 24 verbunden ist, das mindestens ebenso hoch ist 
wie die zur EntlQftung des Spalts zwischen dem Deckel- 
kragen 11 und den GefaBwandungen 4 enthaltene 
AbstrOmstrecke. Durch den statischen Druck in dem 
Steigrohr kann gewunschtenfalls dafur gesorgt werden, 
daB LufteinschlOsse aus dem Ringspalt zwischen der 
Umfangsfiache 20 des Deckels und der Innenfiache 21 
der GefaBwdnde vertrieben werden. Dieses Ziel kann 
man auch dadurch erreichen, daB man der AbstrOmOff- 
nung einen so hohen StrOmungswiderstand gegenQber 
Flussigkeit verleiht und den Deckel so rasch einsetzt, 
daB der im GefaB erzeugte Uberdruck fur die Verdran- 



gung etwaiger Luft aus dem Ringspalt sorgt. Rg. 5 
zeigt, daB sich die Abstr6m0ffnung 6 nach oben hin zu 
einem Spalt 23 geringer Weite verengt, der als Drossel 
einen entsprechend hohen StrOmungswiderstand hat. 

5 Dieser Spalt kann so ausgebildet sein, daB er sich in 
der Art eines Ruckschlagventils beim Einsetzen des 
Deckels in das GefaB unter elastischer Verformung des 
Materials fur den AuslaB der Luft und von ClberschuB- 
flQssigke'rt Off net, urn sich anschlieBend unter der elasti- 

w schen ROckstellkraft des Materials und/oder unter der 
Wirkung einer in der Zeichnung nicht dargesteltten 
Klemme wieder iuftdicht zu verschlieBen. Hingegen 
zeigt Fig. 4 fur den VerschluB der AbstrdmOffnung einen 
Stopfen 19. Es besteht aber auch die MOglichkeit, die 

is Offnung mittels eines OltrOpfchens zu verschlieBen. 
[0028] Wenn die Gefahr besteht, daB Zellen mit der 
verdrangten FlOssigkeit ausgeschwemmt werden, ver- 
schlieBt man die AbstrflmOffnung 6 mit einem Sieb 22, 
wie dies schematisch in Fig. 3 angedeutet ist. 

20 [0029] Es kOnnen mehrere Offnungen von der Art 
der AbstrOmOffnungen 6 vorgesehen werden, wenn 
man die Vorrichtung als Bioreaktor verwenden will, der 
von einem Reaktionsmedium durchstrdmt werden soil. 
In einem solchen Fall schlieBt man wenigstens eine Off- 

25 nung an einen Flussigkeitszulauf und wenigstens eine 
andere Offnung an einen FIQssigkeitsablauf an. 
[0030] Die Anordnung einer AbstrGmOffnung inner- 
halb des vom Deckel eingenommenen Fiachenbereichs 
hat den Vorteil, daB sie leicht verschlossen werden 

30 kann und daB die verdrangte Flussigkeit an bestimmter 
Stelle austritt, an der sie beispielsweise mit einer 
Pipette abgenommen werden kann. Jedoch ist es auch 
mGglich, die Abstr6m6ffnung im Zwischenraum zwi- 
schen dem Deckelrand und den Wandungen des Gefa- 

35 Bes vorzusehen. Wahrend oben vorausgesetzt war, 
daB der Deckelrand zum Zwecke der FOhrung oder 
Abdichtung sich-eng an die GefaBwande anschlieBt, 
wird zur Bildung eines AbstrOmquerschnitts an dieser 
Stelle ein hinreichender Abstand vorgesehen. Dieser 

40 kann auf dem ganzen Umfang oder auch nur an einer 
oder wenigen Stellen vorgesehen sein. 
[0031] Die Anordnung der AbstrflmOffnung zwi- 
schen Deckelrand und GefdBwanden schlieBt nicht aus, 
daB zwischen diesen ein dichter AbschluB geschaffen 

45 wird. Zum Beispiel kann im Ausfuhrungsbeispiel der 
Fig. 3 auf das AbstrCmrohr 24 verzichtet werden, wenn 
im unteren Bereich 12 des Deckelkragens 11 ein hinrei- 
chender Abstrdmabstand zu den GefaBwanden 4 vor- 
gesehen wird. Beim Einsetzen des Deckels 2 in das 

so GefaB 1 kann durch diesen Umfangsabstand die einge- 
schlossene Luft und UberschuBflQssigkeit abstrOmen. 
Erst wenn der Dichtrand 13 die GefaBwande 4 erreicht, 
wird der AbstrOmvorgang gehemmt, aber nicht vailig 
ausgeschlossen, da sich der Dichtrand 13 je nach der 

55 Vorspannung, mit der er sich an die GefaBwande 4 
anlegt, unter dem inneren Uberdruck in der Art eines 
Ruckschlagventils hinreichend von den GefdBwanden 
abheben kann, urn ein weiteres Ausstrflmen zu ermOg- 
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lichen. Erst wenn die die Einschubbewegung des Dek- 
kels veranlassende Kraft endet, legt er sich dicht an die 
GefaBwande an. 

[0032] Im AusfQhrungsbeispie! der Fig. 4 kann auf 
die AbstrGmOffnung 6 ver2ichtet werden, wenn der 
Abstand zwischen dem Deckelkragen 11 und den 
GefaBwanden 4 sowie zwischen den zusammenwirken- 
den Gewindef lachen 25 groG genug ist, urn das AbstrG- 
men zu gestatten. Dies endet erst dann, wenn der 
Deckel die gewOnschte Endstellung erreicht und sich 
dabei der Dichtring 14 auf den Oberrand der GefaG- 
wande 4 auflegt. 

[0033] In manchen Fallen kann ganzlich auf einen 
luftdichten AbschluB zwischen dem Deckelrand und 
den GefaBwanden verzichtet werden, namlich dann, 
wenn innerhalb einer die Vorrichtung aufnehmenden 
Apparatur fur eine unschadliche Atmosphare gesorgt 
wird und diese gegenuber der auBeren Atmosphdre 
durch einen entsprechenden AbschluB der Apparatur 
geschQtzt wird. der in diesem Fall den an der Vorrich- 
tung selbst vorgesehenen AbschluB vertritt. 
[0034] Die Ausfuhrungsbeispiele gemaG Fig. 6 bis 
8 basieren auf dem Ausfuhrungsbeispiel gemaB Fig. 1, 
kdnnten aber auch ohne weiteres von irgendeiner ande- 
ren Ausfuhrungsfbrm der oben beschriebenen Erfin- 
dung ausgehen. Sie veranschaulichen die Ausbildung 
einer engeren Kammer 30 innerhalb eines werteren 
GefaBes 1. Die die Kammer 30 bildenden Wande 31, 
bei denen es sich urn ein einfaches Rohr, beispiels- 
weise aus Glas Oder Kunststoff, handeln kann, sitzen in 
jedem Fall mit ihren unteren Enden auf der Oberseite 8 
der Bodenplatte 3 auf, urn die Kammer 30 von ihrer 
Umgebung zu trennen. Wenn die Wandung 31 nicht 
einstOckig mit der Bodenplatte 3 ausgebildet ist, kann 
sie mittels einer geeigneten Dichtung daran ange- 
schlossen sein. Die Dichtung kann durch ein Klebmittel 
Oder gemaB dem in Fig. 9 dargestellten Beispiel durch 
einen auf den unteren Rand fest und dicht aufgesetzten 
Elastomerstreifen 32 gebildet sein. In manchen Fallen 
genOgt es, wenn sich die Unterkarrte der Wandung 31 
ohne zusatzliches Dichtmittel auf die Oberseite 8 des 
Bodens 3 aufsetzt. in diesem Fall sowie bei Verwen- 
dung einer nicht verklebten Elastomerdichtung ist es 
zweckmaBig, die dichte Anlage an der Bodenoberseite 
8 dadurch zu fflrdern, daB die Wand 31 gegen den 
Boden 3 vorgespannt ist. Wenn sie gemaB Fig. 7 mit 
dem Deckel 2 aus einem Stuck besteht, kann diese Vor- 
spannung dadurch unter Nutzung der elastischen 
Eigenschaften des GefaBes Oder Deckels erzeugt wer- 
den, daB die Lange der Wandung 31 ein gewisses 
ClbermaB gegenuber dem Bodenabstand des Deckels 
aufweist und der Deckel fest auf das GefaB 1 auf gesetzt 
ist, beispielsweise mit Hilfe eines Schraub-, Reib- Oder 
Schnappverschlusses. Eine solche Vorspannung kann 
aber auch dann erzeugt werden, wenn - wie im AusfQh- 
rungsbeispie) gemdB Fig. 6 - die Wandung 31 lOsbar in 
einer Aufnahme Oder Halterung 33 des Deckels 2 
gehalten ist, indem von der Halterung 33 eine entspre- 



chende Reibkraft auf die Wandung 31 ausgeQbt wird. 
Die Halterung 33 schlieBt die Wandung 31 zweckmSBi- 
gerweise dicht ein. Sie wird beispielsweise von einer 
Bohrung gebildet, in der die rOhrenfOrmige Wandung 31 

5 eng passend gefuhrt ist. Diese Bohrung kann, wie Fig. 
1 1 zeigt, von einer Abstrdm&ffnung 6 gebildet sein. 
[0035] Wenn der Deckel 2 und die Wandung 31 
gesonderte Telle sind, mussen sie im GefaB 1 genau 
zueinander positioniert sein. Dies erreicht man am 

10 leichtesten dadurch, daB die Wandung 31 zunachst in 
den Deckel 2 eingesetzt wird und dieser dann zusam- 
men mit der Wandung in das GefaB 1 eingesetzt wird. 
Oder es wird erst der Deckel aufgesetzt und dann die 
Wandung 31 durch den Deckel eingesetzt. Wenn es 

15 erforderlich ist, die Kammer 30 innerhalb des GefaBes 1 
einzurichten, bevor der Deckel 2 aufgesetzt wird, ver- 
wendet man am besten eine Positionierlehre fur die 
Wandung 31, deren Abmessungen im Verhattnis zum 
GefaB 1 denen des Deckels 2 gleichen. Diese Positio- 

20 nierlehre kann vor dem Etnsetzen des Deckels 2 weg- 
genommen werden, nachdem beispielsweise eine die 
Wandung 31 mit der Bodenoberseite 8 verbindende 
Klebung erhartet ist, Oder die Positionierlehre bleibt an 
Ort und Steile unterhalb des Deckels 2, wenn dieser 

25 eingesetzt wird. Die Positionierlehre braucht im letzte- 
ren Fall kein gesondertes Teil zu sein; sie kann vielmehr 
konstruktiv mit der Wandung 31 vereinigt sein, indem 
diese beispielsweise eine Reihe von von ihr ringsum 
parallel zum Boden 3 des GefaBes 1 Oder zum Boden 7 

30 des Deckels vorspringenden Armen aufweist, die in 
positionierender Anlage an der Innenfiache 21 der 
GefaBwdnde 4 enden. 

[0036] Ebenso wie das GefaB 1 mit einem mit 
Abstrdmeinrichtung 6 ausgerusteten Deckel 2 versehen 

35 ist, kann die Kammer 30 mit einem VerschluBorgan 34 
versehen sein, das zur Begrenzung der HOhe des Sub- 
strats oberhalb des GefaBbodens 8 geeignet ist und 
einen AbstrOmkanal 35 enthait, der wiederum mittels 
eines nicht gezeigten Stopfens verschlieBbar ist. 

40 [0037] Ein weiteres Beispiel fur Kompartimentie- 
rung ist in Fig, 4 veranschaulicht. Ein Dichtring 39 aus 
Elastomermaterial, beispielsweise ein handelsublicher 
O-Ring, ist zwischen die Bodenplatte 3 und die Deckel - 
platte 7 eingelegt. Das Ringmaterial ist so dick, daB es 

45 in der Endstellung unter elastischer Deformation dicht 
an der Bodenplatte 3 und der Deckelplatte 7 anliegt. 
Dadurch wird innerhalb des Dichtrings eine Kammer 
geschaffen, die von dem auBerhalb des Dichtrings gele- 
genen Bereich abgetrennt ist. Durch die AbstrOmflff- 

so nung 6 des Deckels Oder irgendeine andere speziell zu 
diesem Zweck geschaffene Offnung ist sie zugdnglich, 
urn eine andere Behandlung ihres Inharts zu ermOgli- 
chen als im umliegenden Bereich. Der Ring 39 kann 
lose in das GefaB 1 eingelegt werden, bevor der Deckel 

55 2 aufgesetzt wird, wobei darauf geachtet werden muB, 
daB der von ihm umschlossene Bereich an der Steile 
liegt, an der die Offnung 6 zu erwarten ist. Damit die 
Kommunikation mit der Offnung 6 gewahrleistet ist und 
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die Handhabung vereinfacht wird, kann der Ring auch 
mit dem Deckel 2 bleibend Oder vorubergehend fest ver- 
bunden sein, beispietsweise durch eine Verktebung 
Oder eine formschlQssige Halterung (in der Zeichnung 
nicht dargestellt). 5 
[0038] Die erfindungsgemaBe Kompartimentierung 
bietet die MOglichke'rt, fur einzelne oder mehrere Reak- 
tionsschritte innerhalb der Kammer 30 etwas anderes 
zu tun als auBerhalb derselben, wobei aber die thermi- 
schen Bedingungen dieselben bleiben. Auch kOnnen 10 
die Kulturen dieselben sein, wenn die Kammer 30 erst 
nach dem Anlegen der Kuftur in dem GefaB 1 einge- 
setzt wird. Beispielsweise kann in einem mehrschritti- 
gen Verfahren in einem Schrrtt innerhalb der Kammer 
30 doppelt soviel Enzym wie auBerhalb der Kammer 15 
eingegeben werden. Danach wird die Kammerwand 31 
wieder entfernt, und alle Zellen werden wieder identisch 
behandelt. Wenn mehrere derartige Einsetzkammern 
30 in einem GefaB verwendet werden, vermehren sich 
die VariationsmOglichkeiten entsprechend. 20 
[0039] Sollen die Zellen in dem GefaB einer Elek- 
troporation oder Elektrofusion unterzogen werden, so 
werden im Deckel und Boden jeweils (in der Zeichnung 
nicht gezeigte) Metal! elektroden vorgesehen. Die Zellen 
werden dann - wie in Fig. 10 gezeigt - auf einem por6- 25 
sen Boden 36 oder einer Membran eines Zellkulturein- 
satzes 37 zwischen Boden 3 und Deckel 2 eingebracht 
und einem elektrischen Feld ausgesetzt. 

PatentansprOche 30 

1 . Verfahren zum Erzeugen einer von der Atmosphare 
abgeschlossenen Schicht einer eine Zeilkultur ent- 
haltenden FIQssigkeit zwischen einer Boden- und 
einer Deckelplatte, dadurch gekennzeichnet, da 3 35 
ein die Deckelplatte aufweisender Deckel in ein von 
der Bodenplatte und davon hochstehenden Wan- 
den gebildetes GefaB unter Verdrangung der ober- 
halb der zu belassenden Schicht befindlichen 
Atmosphare und FIQssigkeit eingesenkt und sein 40 
Rand dicht an die Wande angeschlossen wird. 

2. Vorrichtung zur Aufnahme einer Zeilkultur mit 
einem eine Bodenplatte (3) und davon hochste- 
hende Wande (4, 31) aufweisenden GefaB (1, 30) 45 
und einem Deckel (2, 34), insbesondere zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB der in das GefaB (1, 30) ein- 
fuhrbare Deckel (2, 34) mit einer AbstrOmOffnung 

(6, 35) versehen ist. so 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Umfangsfldche (20) des Deckels 
(2, 34) sich im wesentlichen formgleich eng an die 
Innenfiache (21) der Wande (4, 31) anschlieBt. 55 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Umfangsfidche (20) des Deckels 



(2, 34) dicht mit der Innenfiache (21) der Wande (4, 
31) zusammenwirkt. 

5. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem Rand 
(11) des Deckels (2) und dem Rand oder einem 
Absatz (16) der GefdBwande (4) eine Dichtung vor- 
gesehen ist. 

6. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Halterung (13; 
17, 18) zur Aufrechterhaltung der Dichtposition des 
Deckels (2) gegenuber dem GefaB (1) vorgesehen 
ist. 

7. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Deckel (2) eine 
Deckelplatte (7) mit einer etwa parallel zur Boden- 
platte (3) des GefaBes (1) verlaufende Unterfiache 
aufweist 

8. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB fur die Abstrtimdff- 
nung (6, 35) eine Einrichtung (19, 23) zum 
AbschluB von der Atmosphare vorgesehen ist. 

9. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die AbstrOmOffnung 
(6, 35) mit einem Sieb (22) versehen ist. 

10. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bodenplatte (3) 
des GefaBes (1) von einem Objekttrager (3') gebil- 
det ist, mit dem die Wande (4, 31) dicht verbunden 
sind. 

11. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 2 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die AbstrOmOffnung 
(6) eine Steigstrecke (24) aufweist, deren Mun- 
dungshohe mindestens etwa ebenso hoch ist wie 
das obere Ende des zwischen der Umfangsfldche 
(20) des Deckels (2) und den GefaBwanden (4) 
befindlichen Spalts. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 2 oder einem der 
AnsprOche 5 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die AbstrOmdffnung durch einen mindestens stel* 
lenweise vorgesehenen Abstand zwischen dem 
Deckelrand (11) und den GefaBwanden (4) gebildet 
ist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Deckelrand einen von der unter- 
seitigen Deckelplatte (7) hochstehenden Kragen 
(11) umfaBt, dessen oberer Rand (13, 14) mit den 
GefaBwanden (4) zur Bildung einer Dichtung 
zusammenwirkt. 
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14. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 2 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine Einrichtung (31) 
zum Abteilen mehrerer voneinander getrennter 
Kammern innerhalb des GefaBes (1) vorgesehen 
ist. 5 

15. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 2 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daft ein engeres GefaB 
(30) zur Unterbringung in einem weiteren GefaB (1) 
vorgesehen ist und der Deckel (2) des weiteren w 
GefaBes lediglich zum VerschluB des auBerhalb 
des engeren GefaBes (30) befindlichen Bereichs 
des weiteren GefaBes (1) ausgebildet ist. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- is 
zeichnet, daB der Deckel (2) einen dem Umfang 
des engeren GefaBes (30) angepaBten Ausschnitt 
(33) aufweist 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, daB der Ausschnitt (33) von der AbstrOm- 
flffnung (6) gebildet ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Deckel (2) als 25 
Halterung (33) fur das engere GefaB (30) ausgebil- 
det ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Deckel (2) mrt dem engeren 30 
GefaB (30) zu gemeinsamer Handhabung verbun- 
den ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur das engere GefaB (30) ein von 35 
dem Deckel (2) des weiteren GefaBes (1) geson- 
derter Deckel (34, 19) vorgesehen ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein sowohl das weitere GefaB (1 ) als 40 
auch das engere GefaB (30) verschlie Bender Dek- 

kel vorgesehen ist. 

22. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 15 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet. daB zwischen Boden- 45 
platte (3) und Deckelplatte (7) ein eine gesonderte 
Kammer einschlieBender Ring (39) angeordnet ist 
und der Deckel im Bereich dieser Kammer eine Off- 
nung (6) aufweist. 

so 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein Zell- 
kultureinsatz (37) vorgesehen ist. 
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